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LIPIDU, PROTEINU STING A VIROVYCH METHYLTRANSFERAS
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Tento ¢lanek se zaméfuje na roli strukturni biologie ve vyvoji malych molekul, slouzicich jako ligandy proteint, které
by mohly byt v budoucnosti vyuzity jako léky. Pro ziskavani strukturnich informaci o proteinech jsou vyuZivany
experimentalni metody, které nasledné umoznuji virtualni screening rozsahlych knihoven latek. Nalezené ligandy jsou dale
experimentalné oveéfovany, pricemz strukturni biologie hraje klic¢ovou roli v jejich dal§im zdokonaleni. Cilem je vyvinout
ligand s vysokou afinitou a specifitou, ktery by se mohl stat GCinnym lécivem. Nasleduje optimalizace téchto latek
z hlediska chemie a farmakologie. Cely tento proces je ilustrovan na pfikladech z neddvné minulosti, jako jsou kinasy
lipidd, stimulator interferonovych genti (STING) a virové methyltransferasy.
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2. Lipidové kinasy

Lipidové kinasy jsou zodpovédné za tvorbu fosfory-
lovanych lipidG z jejich nefosforylovanych nebo méné
fosforylovanych prekurzorti, ¢imz méni chemické slozeni
a naboj cilové membrany. Kromé toho slouzi fosforyla¢ni
stav nékterych lipidi, jako jsou fosfatidylinositolfosfaty
(PIP), jako ,biologickd adresa™ pro danou membranu,
ktera je rozhodujici pro fizeni kritickych bunéénych proce-
st. Modulaci fosforyla¢niho stavu PIP ftidi kinasy lipidi
fadu bunéénych déju, véetné bunééného rastu, diferencia-
ce a vnitrobunééného transportu. Kromé toho se tyto kina-
sy podileji na regulaci dynamiky membran a transportu
vezikuli. PIP jsou klicové lipidy produkované ttidou kinas
lipidli zvanych fosfatidylinositolkinasy. Nékteré PIP také
funguji jako druzi poslové pri pfenosu signélu Jak jiz bylo
mahat deﬁnovat identitu rdznych bunéénych membran.
Zde je uvedeno nékolik prikladi: plazmaticka membrana
je bohatd na fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat (PIP2), endo-
somy na fosfatidylinositol-3-fosfat (PI3P) a membrana
Golgiho aparatu na fosfatidylinositol-4-fosfat (PI4P)
(podrobny piehled viz cit.!). Tyto PIP vznikaji pisobenim
specifickych kinas. PI4P je produkovan fosfatidylinositol-
-4-kinasami (PI4K) na povrchu membrany (obr. 1). Lidé
maji Ctyfi tyto enzymy: i) PI4KA, kterd produkuje PI4P na
plazmatické membrané, kde je PI4P dale fosforylovan na
PIP2; ii) PI4KB, kterd je zodpovédna za syntézu ~50 %
zasob  PI4P na membranich Golgiho systému; iii)
PI4K2A, kterd syntetizuje zbylych 50 % PI4P Golgiho
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systému a také produkuje PI4P na endosomech pfi jejich
zrani; iv) PI4K2B, ktera je po vétSinu Casu v neaktivni
formé v cytosolu a jeji fyziologicka role je stale nejasna™”
Mnoho Iékatsky vyznamnych virt, jako je virus he-
patitidy C (HCV) a mnoho riznych viri ze skupiny pikor-
navirli, napt. enteroviry, poliovirus (virus détské obrny),
coxsackieviry nebo rhinoviry, ,,zneuziva“ PI4K, protoze
ke své replikaci vyzaduji membrany bohaté na PI4P. Uka-
zalo se, Ze téméf vSechny tyto viry vyuzivaji PI4KB,
s vyjimkou nékolika kmenti HCV, které vyuzivaji PI4KA
(cit.>®). Tato skute¢nost postavila PI4K do centra védecké-

Obr. 1. Struktura PI4K2A na membrané. Kinasa je zakotvena
na lipidové dvojvrstvé. Kotvici zbytky kyseliny palmitové jsou
modelovany. ATP se nachazi v blizkosti membranovych N- a C-
lalokt, které jsou zbarveny oranzové, resp. azurove
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Obr. 2. Proteinovy komplex kotvici PI4KB na membrzinu. Model zaloZeny na strukturnich datech (Klima a spol.)*
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Obr. 3. Schéma mista virové replikace. Rizné virové proteiny remodeluji membranu a rekrutuji PI4KB, coz vede ke vzniku membrany
bohaté na PI4P a cholesterol. Nasledné virova polymerasa, 3D, syntetizuje nové molekuly RNA, které jsou pak zabaleny do virioni

ho zkoumani a struktury téchto enzymut byly brzo dostup-
né’”'". Byla charakterizovana také architektura hetero-
komplexi kinasy PI4KB. Ta tvofi komplex s proteinem
ABCD3, ktery sidli v Golgiho aparatu'? a je dilezity pro
membranovou lokalizaci PI4KB — ACBD3 pfipoutava
PI4KB k membrané Golgiho aparatu. Doména Q (bohata
na glutamin) ACBD3 se vaZe na N-koncovy helix PI4KB
s nanomolarni afinitou’. Pozd&ji se ukazalo, 7e PI4KB
vytvaii vysoce flexibilni heterokomplex PI4KB:Rabll:
ACBD3 (obr. 2) a pti fosforylaci PI4KB zahrnuje komplex
také protein 14-3-3 (cit.">'). Je zajimavé, Ze interakce
s 14-3-3 je konzervovana od kvasinek aZ po &loveka'’.

Pikornaviry manipuluji s t€émito komplexy zaloZeny-
mi na PI4KB. Stac¢i jim k tomu maly protein 3A. Tento
protein 3A interaguje s ACBD3 a je schopen rekrutovat
kinasu PI4KB na membranu (+RNA viry se vzdy replikuji
na membranové organele, obr. 3)'*'®. Strukturni analyza
ukéazala, ze proteiny 3A z riznych pikornavird se omota-
vaji kolem GOLD domény proteinu ACBD3. Jelikoz 3A
ma transmembranovy helix, dochazi k ukotveni ACBD3
na cilové membrané a naslednému navazani PI4KB. Pted-
pokladalo se, ze enzymovy produkt PI4KB, lipid PI4P,
specificky rekrutuje virové polymerasy'’. Pozd&ji se viak
ukéazalo, Ze za vazbou virovych polymeras na membranu
nestoji konkrétn& PI4P, ale spide zaporny niboj obecns'®.
Dalsi vyznamnou vlastnosti PI4P je jeho schopnost byt
vyménén za jiny lipid, napf. fosfatidylserin (PS)'*"** nebo
cholesterol®. Tento ptiklad ilustruje daldi divod, pro¢
nekteré viry ,,unaseji” PI4KB. Konkrétné se jedna o viry,
které vyzaduji pro svou replikaci membrany s vysokym
obsahem cholesterolu®.

Kdyz byla PI4KB identifikovana jako cil pro vyvoj
antivirotik, zatalo hledani jejich inhibitorti. Siroce pouZi-
vany pik93 je nanomolarnim inhibitorem PI4KB, avsak
postrada selektivitu a inhibuje i jiné kinasy, napiiklad
PI3K. Na zaklad¢ informaci publikovanych o vysoce tc¢in-
ném inhibitoru T-00127-HEV1 jsme spoluvyvinuli selek-
tivni sloudeniny proti PI4KB (cit.”®). Tyto slougeniny jiz
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vykazovaly aktivitu v submikromolarnim rozmezi v enzy-
movych testech in vitro a v mikromolarnim rozmezi proti
coxsackieviru B3 (CVB3), lidskému rhinoviru (HRV)
a viru hepatitidy C genotypu 1b (HCV 1b)*. Dilezita je
skutecnost, ze krystalové struktury jak pik93, tak slouceni-
ny 49 (cit.’®) védzané na PI4KB byly k dispozici™*. Tyto
strukturni informace byly vyuzity a byly navrzeny hybrid-
ni slouceniny, jako je napf. 35 (obr. 4) nesouci vlastnosti
obou matefskych sloucenin, tedy pik93 a 49 (obr. 4).
Funkéni a strukturni charakterizace odhalila, ze zplsob
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Obr. 4. PI4KB a jeji inhibitory. a) Kinasova doména PI4KB se
sklada z N-koncového laloku (oranzova) a C-koncového laloku
(azurova), které jsou v t€sném kontaktu se Sroubovicovou domé-
nou (zelend). Vazebné misto pro ATP se nachazi mezi N- a C-
koncovym lalokem. b) Zleva doprava: superpozice inhibitort
pik93, 49 a 35 v misté vazby ATP; struktury PIK93, 49 a 35.
Barevné rozliseno podle atomu, pficemz uhlik je bily, dusik mod-
ry, sira zluta a kyslik cerveny
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Obr. 5. Fluorescen¢ni inhibitory PI4KB. K vysoce specifickému inhibitoru PI4KB byly kovalentné ptipojeny fluorofory fluorescein

(znazornéno zelené) nebo kumarin (znazornéno modie)

vazby se podle ocekavani podoba zplisobu vazby pik93
a slouceniny 49 (obr. 4). Zaroven byla potvrzena aktivita
v jednociferném nanomolarnim rozsahu v enzymovych
testech a silnd (ECso < 100 nM pro vSechny slouceniny)
antivirova aktivita proti CVB3, HRV1 a HCV 1b (cit.”).
Dulezitym poznatkem je, Ze tyto slouceniny prokazaly
vyjimec¢nou specifitu vici PI4KB, pficemz neukazaly zad-
nou rezidudlni aktivitu proti celému spektru lidského kino-
mu, tedy vici vSem kinasdm pfitomnym v lidskych bui-
kach”’.

Dal$im vyznamnym vyuzitim, které strukturni infor-
mace umoziuji, je specifickd uprava studovanych mole-
kul. Krystalové struktury PI4KB s nékolika inhibitory
odhalily pozice uvnitt inhibitoru, kam lze pfipojit funkéni
skupinu, aniZ by doslo k naruseni vazby ligandu. V tomto
ptipadé byl k sulfonamidové casti piipojen fluorofor
(obr. 5), ¢imz vzniklo specifické fluorescenéni znaceni
PI4K, které lze pouzit ke stanoveni hodnot Ky in vitro
nebo pii zobrazovani Zivych bundk®.

3. Virové methyltransferasy modifikujici
¢epicky RNA

Lidska mRNA nese na svém 5’ konci tzv. Cepicku.
Tato cepicka je chemicky tvofena N7-methylovanou
guaninovou bazi, ktera je spojena s 5’ koncem RNA po-
moci trifosfatového mostu. Tato struktura se oznacuje jako
cap-0 (z anglického cap — Cepicka). U vySsich eukaryot,
véetné ¢loveéka, mize byt ribosovy kruh prvniho a druhého
nukleotidu RNA methylovan také v 2’ poloze ribosy, ¢imz
vznikd cap-1 (prvni ribosovy kruh methylovany) a cap-2
(prvni a druhy kruh methylovany) (obr. 6). Tyto Cepicky
RNA jsou dulezité pro stabilitu RNA, export RNA
zbunééného jadra a jsou také nezbytné pro ucinnou
translaci RNA (cit.?’). Nedavno byly popsany dalsi vzacné
nekanonické ¢epicky, jako jsou NAD nebo dinukleosidové
polyfosfaty*™!, ale jejich biologicky vyznam, zejména
u vird, je tieba jeste urdit’>.
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Methylace RNA-Cepicek byla alespon Castecné obje-
vena diky viram™. Brzy se ukazalo, Ze témé&f viechny
rodiny vird musi chranit 5’ konec své RNA. Ne vSechny
viry v8ak Cepicku pouzivaji; napiiklad pikornaviry kova-
lentné pfipojuji sviyj protein 3B (znamy také jako Vpg,
viral protein genome-linked), ktery slouzi jako primer —
presnéji feceno proteinovy primer — pro syntézu pozitivni-
ho (+) i negativniho (-) vldkna RNA (cit.”).

Podobné jako u ¢loveka je i u virové RNA (VRNA)
CepiCka vyznamna pro translaci virové RNA, pfinejmen-
$im u nékterych virovych rodin a v ur€itych fazich virové
infekce. Dal$im vyznamnym diivodem pro opatfeni VRNA
Cepickou je nutnost obrany UspéSného viru proti vrozené
imunité’’. Ve skute¢nosti existuje mnoho receptori pro
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Obr. 6. RNA opatfend methylovanou ¢epickou. Methylova
skupina na guaninové bazi je zvyraznéna modie, methylové sku-
piny na prvnim a druhém ribosovém kruhu jsou zvyraznény cer-
vené. B znaci bazi
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IFIT1

Obr. 7. Rozpoznavani neuplné methylované ¢epicky RNA zprostifedkované proteinem IFIT1. a) Krystalova struktura IFIT1 s RNA
cap-0 zalozena na PDB ID 5w5h. b) Detail vazebného mista IFIT1 s vyznacenim pozic, kde by methylované kruhy ribosy vytvarely ste-

rické kolize. Pfevzato a upraveno z Nencka a spol.*®

rozpoznavani pathogennich vzortt (PRR, z angl. pathogen
recognition receptor), které mohou detekovat vVRNA, vcet-
né RNA bez ¢epicky ¢i RNA s netplnou cepickou. Napfi-
klad interferonem indukované proteiny s tetratriko-
peptidovymi repeticemi (IFIT) rozpoznavaji vRNA a va-
Zou se na ni a inhibuji tak translaci a replikaci viru
(obr. 7). Dalsim ptikladem je RIG-I (z angl. retinoic acid-
inducible gene I), ktery je kritickym PRR ve vrozeném
imunitnim systému, odpovédny za detekci vVRNA. RIG-I
je aktivovan v pritomnosti dvouvlaknové RNA a spousti
signalni kaskadu, ktera vede k produkci interferonti typu I
a prozéanétlivych cytokind, coZ je nezbytné pro ucinnou
protivirovou imunitni odpovéd™’.
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no z Nencka a spol.*
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Nékteré viry, zejména virus chiipky, ,.kradou” RNA
&epitky z bunéénych RNA a vazou je na vRNA (cit.*").
Vétsina virll, véetné nebezpecnych rodin virti s pandemic-
kym potencidlem, jako jsou flaviviry, poxviry
a koronaviry, vSak ma vlastni enzymy pro syntézu Cepicek
a enzymova drdha jejich syntézy je podobna lidské
(obr. 8). Mezi tyto enzymy patii N7- a 2-O-
methyltransferasy (MTasy) a mohou byt kovalentné spoje-
ny s polymerasou*' nebo s ni kolokalizovat”. Proto je
pravdépodobné, Ze inhibice virovych MTas by ucinila
virus zranitelnym vici vrozené imunitni odpovédi, coz by
mohlo vést k odstranéni viru nebo piinejmenSim
k asymptomatické infekei.

3.1. Inhibitory koronavirovych methylransferas

Koronaviry, véetné nechvalné znamého SARS-CoV-2,
maji dvé RNA MTasy: nsp14, ktera methyluje guaninovou
bazi v poloze N7 za vzniku cap-0, a nsp16, kterd v kom-
plexu se svym aktivacnim proteinem nspl0 methyluje
prvni ribosovy kruh pocateéniho nukleotidu RNA, coz
vede ke vzniku cap-1. Oba tyto enzymy jsou povazovany
za slibné cile pro antivirotika, coz vedlo k vyznamnému po-
kroku v navrhu inhibitorti od zacatku pandemie COVID-19
v nasi i dal§ich laboratofich®™***. Vyznamnou roli sehré-
la strukturni biologie. Pouzili jsme homologni model
SARS-CoV-2 nspl4, ktery vykazuje velkou podobnost se
SARS-CoV nspl4 (v té dobé jesté nebyla k dispozici krys-
talova struktura SARS-CoV-2 nspl4), coz vedlo k objevu
novych derivatl S-adenosylhomocysteinu (SAH) s modifi-
kacemi na adeninové nukleobazi. Tyto slouceniny byly
syntetizovany a testovany in vitro, pticemz byl odhalen
jejich pozoruhodny inhibi¢ni potencial v jednociferném
nanomolarnim rozsahu viéi vySe zminovanému enzymu.
NaSe modely interakci téchto inhibitord s nspl4 ucinné
vysvétluji, jak aromaticka slozka v poloze 7 u analogi
SAH prispiva k jejich aktivit&®® (obr. 9).

Podobné vypocetni studie naznacila existenci kryptic-
kych kapes v koronavirové MTase nsp16 (cit.”®). Nejprve
byla pomoci vysoce vykonného screeningu identifikovana
slou¢enina Sa, kterd byla nasledné krystalizovana
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Obr. 9. Inhibitory MTsy SARS-CoV-2 nsp14 odvozené od SAH (z angl. S-Adenosyl-L-homocysteine). Velké aromatické substituenty
v poloze 7-deaza jsou zvyraznény modie, aminokyselinova ¢ast je zvyraznéna Cervené

Obr. 10. Krypticka kapsa v proteinu SARS-CoV-2 nspl6.
Vazebné misto S-adenosylmethioninu a krypticka kapsa jsou
zvyraznény. Detailni pohled na kryptickou kapsu ukazuje kova-
lentni vazbu mezi malou inhibi¢ni slouceninou 5a a zbytkem
Cysl55

s komplexem nsp16/nsp10. Pozoruhodné je, ze byla pozo-
rovana v kapse v tésné blizkosti aktivniho mista enzymu
(obr. 10). S vyuzitim této strukturni informace byly vyvi-
nuty derivaty, které rovnéZ pusobily jako alosterické inhi-
bitory™.

4. STING, vrozena imunita a poxviry

V posledni dobé se na vSech kontinentech rychle
roz§ifil novy virus opic¢ich neStovic neboli mpox virus
(MPXV)®. Tato epidemie pravdépodobné souvisi s ukon-
¢enim ockovani proti pravym nestovicim, které bylo ucin-
né nejen proti pravym nestovicim, ale i proti jinym poxvi-
rum, coz zabranilo celosvétovému Sifeni MPXV. Nicméné
rychlé sifeni viru MPXV ukazuje, jak snadno miZze vznik-
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nout nova pandemie, ktera by ohrozila nase zivoty i svéto-
vou ekonomiku.

Poxviry jsou DNA viry, které se replikuji v cyto-
plazmé. Jejich rozsahly genom koduje cely mechanismus
replikace DNA a zpracovani RNA, vcetné mechanismu
pro modifikaci virové RNA ¢&epickou®*2. DNA by se
v cytoplazmé neméla vyskytovat a jeji pfitomnost v ni
svédci o infekci DNA virem. Dvouvlaknova (dsDNA) je
detekovana cGAS-STING signalni drahou. Protein cGAS
(syntasa cyklického GMP-AMP nebo cGAMP) detekuje
dsDNA a syntetizuje cyklicky dinukleotid cGAMP, ktery
aktivuje protein STING (stimulator interferonovych gent)®.
To nasledné vede k expresi interferonem indukovanych
gend, coZ v burice vyvola antivirovy stav. Jako protivahu
této draze koduji poxviry neobvyklou nukleasu zvanou
poxin, ktera rychle degraduje cGAMP (cit.**%). V posled-
ni dob& bylo na UOCHB vyvinuto mnoho agonisti
STING (cit.** ™), z nichZ n&které jsou odolné viiéi §tdpeni
poxinem (obr. 11).

4.1. Poxvirové methyltrasferasy a jejich inhibitory

Poxvirové MTasy jsou rovnéZz povazovany za bona
fide cile pro 1éciva. Krystalova struktura 2'-O-MTasy
MPXYV, VP39, odhalila dutinu v tésné blizkosti adeninové
baze S-adenosylmethioninu (SAM), kterou lze vyuZit
k ptipravé Gginnych inhibitord”. Byly pouZity dva piistu-
py: 1) vyhledavani inhibitort VP39 ve velké knihovné
latek a ii) navrh inhibitor zalozeny na krystalové struktu-
fe VP39. Oba pfistupy pfinesly submikromolarni inhibito-
ry, které vyuzivaly tuto dutinu, a je zajimavé, ze nékteré
z téchto inhibitorti, napt. TO507 (obr.9), mély stejnou
chemickou strukturu jako nanomolarni inhibitory proti
SARS-CoV-2 MTase nspl4 (cit.”®). Tyto vysledky ilustru-
ji, ze stejna sloucenina mize cilit na ruzné enzymy (N7-
a 2-O-MTase) z nepiibuznych vird. VSechny tyto inhibito-
ry obsadily vazebné misto pro SAM a tudiz nemohou
ovlivitovat vazbu RNA na enzym VP39 (cit.”®). Pokusy
s zivym virem v nasi laboratofi na Grovni biologického
zabezpeceni stupné 3 ukézaly, Ze tyto slouceniny ucinné
blokuji replikaci viru MPXV (cit.”’).
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Stépeni poxinem

5. Budouci vyvoj

Strukturni biologie bude mit pii navrhovani inhibito-
i i nadéle zdsadni vyznam. Ocekava se vSak vyznamny
posun smérem k in silico metodam diky pokroku v oblasti
umélé inteligence (AI). AlphaFold 2 jiz vynika
v predpovidani struktury proteinii a v blizké budoucnosti
se ocekava nastup Al, kterd dokaze presné predpovidat
vazbu ligandl. Takové umélé inteligence by byly piinosné
zejména tam, kde je generovani experimentalnich krysta-
lovych struktur velmi naro¢né. Napiiklad zatimco identifi-
kace inhibitorti virovych polymeras, at’ uz jakoukoli meto-
dou, je pomémné primocara’® ¥ ziskani jejich krystalové
struktury mize byt velmi naro¢né, protoze je tfeba ptipra-
vit krystaly ternarniho komplexu, ktery obsahuje také
RNA a jeji sekvence musi byt optimalizovéana. V takovych
situacich jsme se diive Casto spoléhali na modely odvoze-
né z poéitadovych simulaci®.

Dalsim ptikladem jsou vnitiné neusporadané protei-
ny, nebo takové, které obsahuji dobte slozené domény
propojené neuspoiadanymi segmenty, jako je naptiklad
koronavirovy protein N. Strukturni biologie je schopna
tyto proteiny charakterizovat, ¢asto pomoci kombinace
metod, jako je rozptyl rentgenového zareni pod malym
thlem (SAXS) a pogitatovych simulaci® — jak bylo ne-
davno ukazano na proteinu N (cit.*) — coz vede k ziskani
tisicli strukturnich modelt. Tyto struktury jsou nasledné
seskupeny do nékolika skupin, neboli klastrd. V této ob-
lasti by uméla inteligence mohla hrat neocenitelnou roli,
a to identifikaci klastru vhodného pro vazbu léciva a na-
vrhem slouceniny, ktera by byla schopna ,,uzamknout
protein v fyziologicky neaktivni konformaci.

Stejné jako v mnoha jinych védnich oborech se oce-
kava, ze Al zméni a zdokonali tradi¢ni postup navrhovani
1é¢iv na zaklade struktury. Nicméné experimentalni struk-
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Ptiklad ligandii pripravenych na UOCHB, které jsou odolné vici

tury budou vzdy nezbytné k ovéfeni vysledkl in silico;
nikdo by se nepoustél do nakladného vyvoje 1€kl pouze
na zékladé predpovédi umélé inteligence s 90 az 95%
piesnosti.

Tento vyzkum byl financovan z projektu Narodniho
ustavu virologie a bakteriologie (program EXCELES,
¢. projektu LX22NPO5103) — financovaného Evropskou
unii — Next Generation EU. Deékujeme také RVO:
61388963.
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E. Bouia (Institute of Organic Chemistry and Bio-
chemistry, Academy of Sciences of the Czech Republic,
Prague, Czech Republic): Structural Biology in Anti-
viral Research — A Story Illustrated by the Tales of
Lipid Kinases, STING and Viral Methyltransferases

This article focuses on the role of structural biology
in the development of small molecules that serve as pro-
tein ligands, which could potentially be used as drugs in
the future. Experimental methods are utilized to obtain
structural information about proteins, which then allow for
virtual screening of extensive libraries of substances. The
discovered ligands are further experimentally verified,
with structural biology playing a crucial role in their re-
finement. The goal is to develop a ligand with high affini-
ty and specificity, which could become an effective medi-
cine. This is followed by the optimization of these sub-
stances from a chemical and pharmacological standpoint.
The entire process is illustrated with examples from the
recent past, such as lipid kinases, the stimulator of inter-
feron genes (STING), and viral methyltransferases.

Full text English translation is available in the on-line
version.
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